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本论文对北冰洋 Svalbard 群岛上的土著微生物和低温 PAHs 降解菌的多样性进行了分析。此
外，对分离自大西洋深海 PAHs 降解菌群的一株优势降解菌进行了分类学鉴定，并对其降解
基因簇进行了克隆与初步的功能分析。主要结果如下： 
1）从北冰洋 Svalbard 群岛的 6 个样品中，经海水梯度稀释直接平板涂布分离，获得 49
株细菌，分属于 21 个属 31 个种。这些细菌在系统进化树上聚类为 Actinobacteria 纲、变形
菌纲 α和 γ亚纲、Bacilli 纲及 Flavobacteria 纲五个系统分类类群，其中以 Actinobacteria 纲
菌株 为丰富，占 64%。有 3 个沉积物样经过混合 PAHs 低温富集后有明显生长现象，并从
中分离鉴定了 23 株可培养菌，分属于 8 个属 12 个种， 主要类群是 Actinobacteria 纲（74%）。
Bacilli 纲和变形菌纲 α亚纲。从 Svalbard 群岛分离到可培养土著微生物和经混合 PAHs 富集
得到的降解菌群中，丰度和多样性 高的都是革兰氏阳性菌群，其中节杆菌属 (Arlhrobacter)
为北冰洋 Svalbard 地区的优势细菌类群。在可培养土著微生物中有 1 株菌可能属于新属、1
株菌属于新种。 
2）PAHs 降解细菌 Alteromonas sp. P127 分离自西太平洋深海沉积物上覆水，本文对其
降解特性、降解基因进行了研究，并对其进行了分类鉴定。通过 16S rDNA 和 gyrB 基因序
列分析，发现该菌与模式种 A. macleodii ATCC 27126T中相应序列的碱基相似性分别 99.6%
和 96%。此外，结合对该菌株形态、脂肪酸组成、G+C 含量以及其他生理生化指标，分析
表明该菌为麦氏交替单胞菌 Alteromonas macleodii。gyrB 基因序列分析还表明，P127 与分离
自表层水的 A. macleodii ATCC 27126T 为相近。 
3）碳源范围研究发现，P127 可以利用的 PAHs 包括：萘、2-甲基萘、菲、氧芴、4-甲
基硫芴、芘等；但不能降解 2，6-二甲基萘、蒽、荧蒽、联苯及苯并芘。此外，P127 还可以
利用 PAHs 重要降解中间产物龙胆酸作为碳源生长。但是，该菌不能利用苯、甲苯与二甲苯
及常见的 PAHs 降解中间物水杨酸、邻苯二甲酸及苯甲酸作为碳源。通过设计引物、PCR 扩
增从其基因组 DNA 中克隆得到了一个编码 PAHs 起始双加氧酶 ISP 组分大亚基的基因片段
nagAc（625bp），与 Pseudoalteromonas sp. EH-2-1、Neptunomonas naphthovorans NAG-2N-113 
和 NAG-2N-126 三株菌的大亚基相应片段的相似度分别为 99.5%，99.2%，94.9%。进一步，
通过构建 P127 菌株的基因组 Fosmid 文库，利用上述大亚基基因的特异引物对文库进行筛选
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Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of compounds composed of two or 
more fused aromatic rings. They are persistent in the environment, and are toxic, mutagenic and 
carcinogenic. There are only a few study focused on the destination of PAHs in deep-sea or arctic 
enviroment。 The aim of this study was to analyse the diversity of the in situ bacteria and 
PAHs-degrading bacteria in soil of the Svalbard Islands located in the Arctic Ocean. Meanwhile, 
phylogenetic study and functional analysis of its PAHs degrading-gene were carried out on 
Alteromonas sp. P127 which was isolated from Atlantic Ocean. The main results were as follows: 
Total of 49 strains were isolated from six consortia in situ, they were identified to be 21 
genera and 31 species by their 16S rDNA sequences. The phylogenetic tree placed these isolates in 
five major groups: Actinobacteria, α and γ Proteobacteria, Bacilli and Flavobacteria. Most of 
them belong to Actinobacteria (64%). After enrichment with a PAH mixture (naphthalene, 
phenanthrene and pyrene), three degrading consortia were obtained from these three samples. 
Total of 23 strains were isolated and identified to be 8 genera and 12 species. And the major group 
was still Actinobacteria (74%). The most abundant and diverse isolates were members of 
Gram-positive bacteria, particularly the genus Arlhrobacter as a dominant group in culturalbe 
populations. In situ consortia, there was one strain belonging to new genus and one to new species 
for their low 16S rDNA sequence similarities to the known type strains. 
Alteromonas sp. P127 was isolated and characterized from a PAHs-degrading bacterium from 
the Atlantic. The results of physiological and biochemical tests including cellular fatty acid 
composition, G+C content, the analyses of sequences of 16S rDNA and gyrB gene, support that 
Strain P127 is affiliated to the species Alteromonas macleodii. The analyses of gyrB gene 
sequences also indicated that strain P127, which was from an overlying-water sample of a 
deep-sea sediment at a 3542 m water depth , was grouped with the type strain A.macleodii ATCC 
27126T, belonged to the ‘surface-ecotype’ instead of ‘deep-ecotype’. 
Carbon sources utilization results showed that P127 could use PAHs tested as follows: 
naphthalene, 2-methylnaphthalene, phenanthrene, pyrene, dibenzofuran and 
4-methyl-dibenzothiophene while failed to degrade acenaphthene, anthracene, fluorene, biphenyl, 
fluoranthene, Benzo[a]pyrene, 2, 6-dimethylnaphthalene and chrysene. In addition, it yet could not 
use tested monocyclic aromatic hydrocarbons as its carbon sources, but it could grow on gentisate 
which is an important intermediate during PAHs degradation. According to five primes for PAHs 
initial dioxygenase gene sequences reported before, an initial dioxygenase gene fragment of 625bp 
was amplified from strain P127.. BLASTN results showed that this gene fragment exhibited high 
similarity (>90%) with the homologous fragment from Pseudoalteromonas sp. EH-2-1, 















strain P127 genomic DNA was constructed, and a complete degrading gene cluster was obtained 
from this library. The analyses in both nucleotide sequence and gene organization showed that the 
cluster was a relative new one and located in genomic DNA of strain P127. The gentisate 
dioxygenase gene in the cluster indicated the strain may metabolize naphthalene via the gentisate 
pathway. The degrading gene cluster was believed to be acquired by bacterial horizontal gene 
transfer from similar genomic island of other strains. The function of the degrading gene cluster 
should mostly be involved in the degradation of naphthalene through the gentisate pathway. Strain 
P127 is the first representative of Alteromonas, able to degrade PAHs, also of its PAHs degradation 
initial dioxygenase gene and the whole degrading gene cluster. 


























是环境中致癌化学物质中 大的一类，迄今已发现的 200 多种 PAHs 中，有相当部分具有
致癌性（国际癌症研究机构，IARC web）；如苯并[α]芘，苯并[α]蒽等[5, 6]。其中苯[α]芘是第
一个被发现的环境化学致癌物，被 IARC 指定为一级致癌物质，已列为国内外环境监测的常





















图 1.1 被美国环保局列为优先治理环境污染物的 16 种多环芳烃结构图 
Fig. 1.1 Molecular Structure of the 16 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 







物及深海热液活动区也分离得到了多株对 PAHs 有良好降解效果的微生物[13]。 
海洋是陆地及大气一切“废污”的 后收容所[14]。海洋环境中外源性 PAHs 主要来源于
陆地和海洋上人类的活动。前者包括化石燃料的不完全燃烧如汽车尾气和工业废气，及垃圾
焚烧、近岸工业废水和生活污水的排放等。据报导在世界范围内每年经化石燃料不完全燃烧








































环境中已经分离到大量 PAHs 好氧降解微生物，包括 Acidovorax[24]、Burkholderia[25]、
Bacillus[26] 、 Cycloclasticus[27-29] 、 Flavobacterium[30] 、 Halomonas[31] 、 Marinobacter[32] 、
Mycobacterium[33] 、 Neptunomonas[34] 、 Novosphingobium[35] 、 Pseudomonas[36] 、
Pseudoalteromonas[37]、Ralstonia[38]、Rhodococcus[39]、Sphingomonas[40]、以及 Vibrio[41]等。
其中被国内外广泛研究报导的主要是 Pseudomonas 、Cycloclasticus 、Sphingomonas 和





















以催化此步反应的起始双加氧酶是 PAHs 降解过程中的限速酶、关键酶[42]。PAHs 起始双加
氧酶一般是由铁氧还蛋白、 铁氧还蛋白还原酶以及末端双加氧酶三部分组成的复合体，见




图 1.2 PAHs 起始双加氧酶的组成(A)和 PAHs 的起始氧化模式图(B)[43] 




途径 终进入 TCA 循环并分解。而 PAHs 混合物和高分子量 PAHs 的降解则通常通过微生物共
代谢的形式来实现。不同双加氧酶对 PAHs 的降解具有很强的区域性和选择性。 
1.1.3.3 PAHs降解微生物的降解基因（簇）研究  
萘作为一种环境中常见的双环芳烃化合物，是 简单的，也是挥发性和水溶性 强的多
环芳烃；常被作为 PAHs 降解研究的模式化合物，其中又尤以 Pseudomonas 属菌株对萘的降
解机制研究得 为深入。 早于 1964 年，Davies 等研究土壤中假單胞菌能够降解萘[44]。随
后于 1973 年，Dunn 等在对 Pseudomonas putida G7 菌株降解萘的研究中发现了一个 83Kb
的质粒 NAH7[45]，并进一步证明该菌株的萘降解基因簇存在于 NAH7 质粒上[46]，该发现首
次让研究者认识到微生物的降解功能可能与其相关的降解质粒有关。此后研究者相继从菌株
P. putida NCBI 9816[47-49]、P. putida NCBI 9816-4[50, 51]及 P. fluorescens 5R[52]分别分离到得质粒
pWW60、pDTG1 和 pKA1 均证明与萘降解相关，其核酸序列与 NAH7 质粒的同源性非常高，
很可能是通过种属间质粒的水平转移而获得。之后 Pseudomonas 属中许多单菌中萘上游代谢















和 NCBI 9816-4 中的 nah 基因簇[53, 54]、Pseudomonas sp.C18 中的 dox 基因簇[55]，P. putida 
OUS82 和 Pseudomonas aeruginosa PaK1 中的 pah 基因簇等等[56, 57]。Rossello 等[58]于 1994 年
分离到一株海洋萘降解细菌 Pseudomonas stutzeri AN10,并证实该菌株的降解基因由染色体
编码,Bosch 等分别于 1999 年和 2000 年报道了菌株 AN10 萘降解上游和下游途径的核酸序






编码的的水杨酸羟化酶催化形成儿茶酚，儿茶酚再经过由 nahH 基因编码的儿茶酚 2，3-双
加氧酶催化后其间位裂解开环，形成丙酮酸和乙酰 CoA 进入三羧酸循环。上文提到的菌株
P. stutzeri AN10 就是通过间位裂解途径降解萘[60]。 
儿茶酚邻位裂解途径：该途径与儿茶酚间位裂解途径基本相同，不同之处就在于儿茶酚









单酰丙酮酸异构酶在不依赖于的 GSH 存在下完成第二种方式的异构分解[66, 68]。菌株






菲作为三环 PAHs 的代表，是分子量 小的同时具有 K 区和湾区的多环芳烃，其微生
物降解过程也被广泛研究[52, 56, 71]。菲双加氧酶是菲降解的第一步的酶，它通常催化攻击菲
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